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INTRODUCCION

Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) es uno de los grupos de mayor importancia en servicios de
polinizacion a nivel mundial, ya que un importante porcentaje de plantas dependen en algun grado de
éstas abejas para una produccion eficiente y es la especie de polinizador mas utilizada comercialmente

en el pais.

En las dltimas décadas los niveles de contaminacion han ido en aumento por diferentes actividades
humanas que han dado como resultado un fuerte impacto sobre los componentes del medio natural y la
salud publica. La contaminacion en agua, aire y suelo por acumulacion de elementos potencialmente
toxicos, resultado de procesos como la urbanizacion, mineria, agricultura e industria, ha ocasionado un

importante dafio en la salud ambiental y pérdida de biodiversidad.

Las funciones de los sistemas bioldgicos dependen de los recursos que les brinda el ambiente en el
que se desarrollan, respondiendo significativamente a los cambios a los que son sometidos por la
presencia de contaminantes. Algunos organismos pueden servir como indicadores que ayudan a la
deteccion y monitoreo de los agentes causantes de contaminacion, buscando entender los procesos para
incluir medidas de remediacion que mejoren la calidad de los factores ambientales.

La pérdida de poblaciones de abejas, ha sido estudiada en los Gltimos afios y puede estar relacionada
con la prevalencia de patdgenos, pérdida y fragmentacion de habitats, disponibilidad de recursos, asi
como con la presencia de elementos potencialmente toxicos. Existe un considerable nimero de trabajos
que destacan el impacto de la acumulacién de metales pesados en miel, prop6leo, polen, néctar y jalea
real que disminuyen su calidad (Lambert et al., 2012; Sadeghi et al., 2012; Hladun et al., 2013; MeindlI
y Ashman, 2013; Garcia et al., 2016; Giglio et al., 2017).

Los metales pueden llegar a las abejas a través de aire en particulas que pueden adherirse a su cuerpo
durante el vuelo o pueden ser ingeridos a través del polen y néectar de las flores; cuando estos elementos
se bioacumulan en las abejas pueden ocasionar efectos letales y subletales, principalmente en el
desarrollo de larvas y adultos (Di et al., 2016; Van der Steen et al., 2016).

Janice Viridiana Montiel Pimentel
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El presente trabajo se ha divido en tres capitulos, en el primero se muestran los resultados de las
concentraciones de cadmio, cromo y plomo en abejas y sus productos, colectados en tres zonas del
estado de Hidalgo, clasificadas de acuerdo al uso del suelo como urbanas, agricolas y rurales, ya que el
tipo de contaminantes presentes en un sitio, depende de las actividades que se desarrollan dentro de él.
El objetivo fue identificar y cuantificar el contenido de elementos potencialmente toxicos en muestras
de abeja, miel, propoleo y cera, en tres zonas con diferente uso de suelo, mediante técnicas
espectroscopicas, para probar si existen concentraciones de riesgo de estos elementos en los organismos

y sus productos.

En el segundo capitulo se estudié la presencia de cadmio, cromo y plomo en tres especies de abejas,
Apis mellifera, Diadasia sp., y Lithurgus littoralis, a través de un gradiente de urbanizacion dentro de
la zona metropolitana de Pachuca, Hidalgo, para determinar si existen concentraciones de riesgo de
estos elementos en los organismos y conocer si existen diferencias en las concentraciones en los niveles

de urbanizacion estudiados.

En el tercer capitulo se evaluo la toxicidad de metales pesados en adultos de abejas de la especie
Apis mellifera, para lo cual se realiz6 un bioensayo mediante el desarrollo de una técnica propuesta con
las condiciones controladas de alimento, temperatura, humedad, asi como dosis y tiempo de exposicion
en un tratamiento oral agudo con concentraciones de cadmio, cromo y plomo, para conocer la

Concentracion Letal 50 (LC 50) y el Factor de Bioacumulacién (FB) en las abejas.

Janice Viridiana Montiel Pimentel
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ANTECEDENTES

Apis mellifera

Las abejas de la especie Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), son organismos de distribucion
mundial, con una estructura social altamente organizada en colonias, distribuidas en tres castas: reina (una
hembra fértil por colmena), obreras (de 3 mil a 50 mil hembras estériles por colmena) y zdnganos (cerca
de 200 machos con funciones reproductivas) (Padilla et al., 2003).

El desarrollo de una abeja comienza con la etapa de larva dentro de una celda de la colmena;
cuando la larva se desarrolla, se convierte en prepupa, posteriormente en pupa, para finalmente emerger
como adulto; este proceso puede tardar aproximadamente tres semanas. La vida de una abeja obrera puede
durar hasta 60 dias en verano y hasta 180 dias en invierno, mientras que la abeja reina puede vivir hasta 6
afios. La organizacion dentro de la colmena, contempla diversas funciones realizadas por las abejas
obreras, tales como limpieza, cuidado y alimentacién de las larvas, construccion, produccion y

almacenamiento de miel y jalea real y forrajeo o pecoreo (recoleccion de alimento) (Padilla et al., 2003).

Apis mellifera se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial y es un grupo de gran
importancia en procesos de polinizacion y en algunos paises se considera que es el principal proveedor de
servicios de polinizacién de cultivos; se conoce que cerca del 85% de las especies de plantas que producen
frutas y/o semillas para consumo humano en México, dependen en algin grado de los polinizadores para
una produccidn eficiente (Michener, 2007; Ashworth et al., 2009). A. mellifera es la especie de polinizador
mas utilizada comercialmente en el pais (Torres et al., 2013; Frausto et al., 2017), ya que se considera que
en México se producen cerca de 57 mil toneladas anuales de miel, de las cuales exportan 42 mil toneladas,
cifra que lo convierte en el tercer pais exportador a nivel mundial (PROY-NOM-004-SAG/GAN-2017).
Para el caso del estado de Hidalgo, en el afio 2017, se registrd una produccion de 6,539.18 toneladas de
miel, lo cual lo coloca en el lugar 13 a nivel nacional (SAGARPA HIDALGO, 2017).

CONTAMINANTES AMBIENTALES

Algunas actividades industriales generan productos quimicos de gran demanda en la actualidad; el
impacto sobre el ambiente por la produccion, consumo y desecho de antibidticos, aceites, refrigerantes,

lubricantes, entre muchos otros, es de importancia global (Bogdanov et al., 2006). El uso de productos

Janice Viridiana Montiel Pimentel
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quimicos resulta en la integracion de contaminantes en aire, agua y suelo, afectando directamente la

estructura y composicion de algunos sistemas bioldgicos (Lambert et al., 2012).

La agricultura es una de las actividades econdmicas méas importantes, ya que asegura la
alimentacion de la poblacién mundial y el desarrollo econémico; sin embargo, la practica de actividades
agroindustriales tiene como resultado la generacion de elevados indices de contaminacion por el uso
inmoderado de agroquimicos (fertilizantes y pesticidas, como insecticidas, fungicidas, herbicidas y
bactericidas), que tienen como resultado la acumulacion en suelo principalmente de metales pesados como
cobre, cadmio y niquel (Bogdanov et al., 2006; Gergoks et al., 2009). Por otra parte, el mecanismo agricola
considera el uso de arado, irrigacion, cosecha, quema de residuos y uso de aguas residuales que modifican

los procesos del suelo y repercuten en la disponibilidad de nutrientes (Gergoks et al., 2009).

La urbanizacion se encuentra asociada muy estrechamente a mecanismos de contaminacion,
fragmentacion y pérdida de suelo que puede originar cambios en la densidad y riqueza de especies
(Hobbelen et al., 2006) o tener efectos sobre los recursos de los que las especies dependen (Santorufo et
al., 2012). Los ambientes urbanos han sido definidos como mosaicos de superficies impermeables y
permeables que cominmente contienen hébitats perturbados (Fortel et al., 2014). En estos ambientes, las
areas verdes se ven reducidas y han sido reemplazadas por una cobertura de superficies impermeables que
incluyen construcciones, caminos y zonas industriales (Moron et al., 2012). Se han encontrado mayores
concentraciones de metales pesados en zonas urbanas con respecto a rurales (Perugini et al., 2011) y en
las zonas urbanas estos elementos generalmente se encuentran en elevadas concentraciones en los sitios
con mayor actividad industrial o elevado trafico vehicular, pudiendo afectar negativamente a la flora y

fauna presentes (Charlesworth et al., 2010).

El desarrollo urbano genera un incremento en los niveles de contaminacién ambiental que influye
en gran medida en la integracion de elementos toxicos a los recursos utilizados y productos elaborados
por organismos polinizadores (Kalbande et al., 2008; Cozmuta et al., 2012). La calidad del suelo en areas
naturales difiere significativamente a la observada en areas transformadas, lo cual se ve reflejado en las
comunidades de organismos del suelo, ya que, en un ambiente natural sin actividad minera, agricola e
industrial, se observa una mayor cantidad de materia organica y agua con bajas concentraciones de metales
pesados que favorecen los procesos y servicios del suelo (Santorufo et al., 2012). La transformacion de

los espacios naturales a ambientes urbanos, afecta directamente sobre la conducta, fisiologia o
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supervivencia de algunos grupos de organismo como aves, anfibios, reptiles, plantas e insectos (McDonell
et al., 2015).

METALES PESADOS COMO ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS

Los metales pesados son un grupo de elementos de alta densidad de la tabla periddica que pueden
encontrarse en aire, agua y suelo como resultado de procesos naturales como formacion de rocas y suelo,
vulcanismo y erosion y algunos, en bajas concentraciones, son considerados esenciales para el correcto
funcionamiento de actividades fisiologicas en diversos organismos, entre los que podemos encontrar al
cromo, hierro, cobre, aluminio y niquel , los cuales permiten la absorcion de proteinas y lipidos, aceleran
el metabolismo de carbohidratos, ayudan a la produccion hormonal, transferencia de electrones, formacion
de huesos y tejidos (Davodpour et al., 2019). Si aumenta la concentracion de los elementos esenciales o

traza, puede tener efectos tdxicos para el organismo (Diaz et al., 2019).

Los elementos metalicos no esenciales como el cadmio, plomo, mercurio, arsénico y manganeso,
muchas veces son el resultado de actividades que realiza el hombre, tales como urbanizacién, agricultura,
mineria y procesos industriales (Mogren y Trumble, 2010; Lichtfouse et al., 2013; Covarrubias et al.,
2017) y pueden actuar como contaminantes, causando dafios toxicoldgicos a los organismos con los que
estan en contacto (Nagajyoti et al., 2010).

Los organismos responden de diferente manera a la presencia de metales pesados; la sensibilidad
0 resistencia a la contaminacion depende de cada especie (Santorufo et al., 2012). Se han realizado
diversos trabajos que documentan la influencia de concentraciones elevadas de metales como cadmio,
cromo, cobre, niquel, litio y plomo sobre la composicion de la estructura de comunidades de polinizadores
(Mogren y Trumble, 2010; Lambert et al., 2012; Santorufo et al., 2012), en la dindmica de poblaciones de
algunos artrépodos (Hobbelen et al., 2006; Gergoks et al., 2009; Khalil et al., 2009; Sadeghi et al., 2012;
Wahl et al., 2012), en la densidad de &caros y colémbolos (Santamaria et al., 2012) y la diversidad y
abundancia de abejas silvestres y abejorros (Moron et al., 2012). La respuesta de organismos a la presencia
de dichos elementos, depende de la especie a la que pertenecen, ya que algunos invertebrados presentan
mayor sensibilidad a agentes contaminantes, mientras que otros, resultan ser mas resistentes (Creamer et
al., 2008). De igual manera, los insectos generalistas pueden bioacumular mayores concentraciones,

debido a su presencia en los insectos de los que se alimentan (Butt et al., 2018).
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Los metales pesados intervienen en los procesos de algunos grupos de organismos, principalmente
A. mellifera, tales como la locomocion (Collet y Belzunces, 2007), comportamiento (Berry et al., 2013),
metabolismo (Gauthier et al., 2016; Jumarie et al., 2017) y supervivencia (Johnson, 2015; Zaric et al.,
2016), ya que los metales que se encuentran en el suelo se incorporan a las plantas a través de sus raices
y los metales presentes en el aire son incorporados a la planta a través de la absorcién de la superficie
foliar (Nagajyoti et al., 2010; Cozmuta et al., 2012); estos elementos viajan a través del cuerpo de la planta
y se acumulan en estructuras especificas, como raices (Sekhar et al., 2004), flores (Migdalek et al., 2013)
e incluso polen (Pernaet al., 2012). Las plantas redistribuyen los metales pesados y se incorporan a nuevos
sistemas bioldgicos que dependen de éstas, causando efectos metabolicos, reduccion del crecimiento,
alteraciones en la reproduccion, baja produccion de biomasa, acumulacion y toxicidad que reducen la
calidad de vida y pueden causar la muerte (Seregin y Kozhevnikova, 2006; Nagajyoti et al., 2010; Tran y
Popova, 2013).

A. mellifera ha desarrollado respuestas fisiologicas a estresores ambietales como metales pesados;
Gizaw et al., (2020), encontraron una mayor respuesta de detoxificacion de metales en abejas urbanas con

respecto a rurales (zona montafiosa y agricola).
CADMIO

El cadmio es un metal que se encuentra en el ambiente por causas naturales o antropogeénicas y es
uno de los metales mas biopersistentes en el ambiente (Wahl et al., 2012); se obtiene a partir de diversas
actividades como la produccion de pigmentos, cigarros, PVC, baterias, recubrimientos, pinturas,
refinacion del zinc, pesticidas, fertilizantes, fungicidas, pirotecnia, aguas residuales y mineria (Kalbande
et al., 2008; Mogren y Trumble, 2010). Este elemento es considerado uno de los metales con mayor
toxicidad (Kalbande et al., 2008). Este metal se bioacumula en diferentes concentraciones de acuerdo a la
especie de organismo en la que se encuentra (Van der Fels et al., 2016; Butt et al., 2018) y depende de su
edad, fisiologia, tamafio y genética (Butt et al., 2018). En humanos, el cadmio puede causar dafo en tejidos

y 6rganos, ademas de tener efectos carcindégenos (WHO, 2019).

En el caso de algunas moscas, el cadmio se acumula mayormente en larvas que, en adultos, debido
a que la excrecion es menor en larvas (Diener et al., 2015). La presencia de cadmio en el ambiente puede

tener efectos negativos sobre algunos grupos de organismos; se ha observado que puede producir
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inhibicion en el crecimiento y produccidn de huevos, disminucién en las reservas energéticas de carabidos
(Maryanski et al., 2002), asi como afectar la estructura de comunidades y fecundidad y aumentar la
mortalidad en la descendencia y cambios en la distribucién y respuesta fisioldgica de &caros del suelo
(Caruso et al., 2009; Khalil et al., 2009; Seniczak et al., 2009), también se ha observado que el cadmio

puede producir fitotoxicidad (Kalbande et al., 2008; Nagajyoti et al., 2010).

El cadmio se incorpora a las cadenas troficas y se bioacumula en abejas, al utilizar el recurso que
le proporciona la planta contaminada (Ping et al., 2009; Matin et al., 2016). ElI cadmio consumido por
Apis mellifera disminuye su desarrollo, ya que la abeja disminuye el consumo del recurso contaminado
después de una sensacion de malestar (Di et al., 2016). Eskova (2012) observo gue el cadmio consumido
por la abeja, puede ser eliminado hasta en un 75% en el dia 18 y que el cadmio es acumulado mayormente

en la seccion abdominal.
CrOMO

El cromo es un elemento de la tabla periddica que forma diferentes compuestos de acuerdo a su
estado de oxidacion, entre los que se pueden encontrar crémicos con valencia 11 o cromatos con valencia
VI (hexavalente); éste ultimo, es altamente toxico y puede tener accion carcinogénica o mutagénica en
algunos grupos de organismos (Pas et al., 2004). En estado natural, es un elemento esencial que interviene
en el metabolismo de carbohidratos y lipidos en humanos; puede encontarse en la formacion de suelo y
rocas e interviene en procesos fisiologicos de plantas y animales. Industrialmente es utilizado en el
cromado de diversas piezas, produccion de acero inoxidable, aleaciones con otros metales, pigmentos,
anticorrosivos, esmaltes, industria textil, catalizadores, madera tratada con dicromato de cobre y cuero
curtido (ATSDR, 2012; Gunnar, 2012).

El cromo es un metal que se ha estudiado poco en abejas, pero con gran importancia toxicologica,
ya que es un elemento que se utiliza en diversos procesos industriales y puede incorporarse a la abeja y

sus productos (Davodpour et al., 2019).
PLoMO

El plomo es un metal que se encuentra en diversos minerales en la naturaleza. La concentracion de

plomo en el ambiente, depende de las condiciones meteoroldgicas y los procesos del suelo. Es utilizado
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en la industria quimica y automovilistica, explosivos, cubiertas de rayos X, aditivos de gasolina, en la
construccion, el revestimiento de cables, baterias eléctricas, acumuladores, pinturas, esmaltes, vidrio,
pigmentos, cosméticos y juguetes (Gunnar, 2012). El plomo es un elemento potencialmente toxico que
puede producir efectos gastrointestinales, musculares, reproductivos, neuroldgicos, conductuales y
geneticos en algunos grupos de organismos. En humanos puede acumularse y causar dafios en cerebro,
higado, rifiones y huesos (WHO, 2019).

Este elemento tiene importancia toxicoldgica y al igual que el cadmio, es uno de los mas estudiados
en abejas, sin embargo, en los estudios realizados, se han encontrado menores concentraciones de plomo
que cadmio (Conti y Botre, 2001; Roman, 2010; Matin et al., 2016). También se han realizado estudios
que proponen la incorporacién de plomo de la planta a la abeja y sus productos (Cozmuta et al., 2012;
Lambert et al., 2012). Burden et al., (2018) encontraron que las abejas presentan alteracion de la

sensibilidad a la sacarosa después del consumo de plomo a diferencia de otros metales como el cadmio.
BIOACUMULACION

La bioacumulacion se define como la concentracion de una sustancia quimica en los tejidos de un
organismo; se puede establecer una relacion entre las propiedades fisico quimicas del compuesto y la
respuesta fisioldgica del organismo (Arnot y Gobas, 2006), de ésta forma, la bioacumulacion también
dependera de las caracteristicas de cada especie y el compuesto con el que esté encontacto (Diener et al.,
2015). El compuesto quimico que es bioacumulado, puede ingresar al organismo por diversas rutas como
la respiracion o la ingesta y puede ser eliminado o biotransformado; cuando no se elimina completamente,
se acumula en los tejidos del organismo y puede ser txico en cierta concentracion, alterando las funciones

fisioldgicas (Diener et al., 2015).

Los compuestos quimicos bioacumulativos muchas veces se encuentran como contaminantes, por
ejemplo, los suelos se contaminan por la presencia de metales en la superficie, se incorporan a diferentes
niveles en la cadena trofica y causan una gran variedad de efectos adversos por acumulacion (Bilandzic
et al., 2011); también pueden desarrollar toxicidad sobre algunos insectos que bioacumulan los
compuestos con los que estan en contacto (Al-Waili et al., 2012; Sadeghi et al., 2012). Se ha observado

que los metales también pueden ser acumulados por algunos grupos de organismos, aumentando en ciertos
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casos, los indices de mortalidad (Sadeghi et al., 2012) y como consecuencia puede haber cambios en el

tamafo poblacional (Mogren y Trumble, 2010).

La bioacumulacion de contaminantes en abejas depende del consumo de polen y néctar de las flores
que Visita, ya que ciertos elementos potencialmente toxicos, se absorben por la raiz y se acumulan en

diferentes partes de la planta (Giglio et al., 2017; Davodpour et al., 2019; Desoky et al., 2019).
Apis mellifera Y sus PRODUCTOS COMO BIOINDICADORES

En las Gltimas décadas se han realizado estudios acerca de la acumulacion de metales pesados en
la abeja y sus productos, aportando valiosa informacion acerca de la calidad del ambiente en el que se
desarrollan. Se ha documentado la pérdida de abejas por diversos factores, tales como urbanizacion,
pérdida de habitat y presencia de contaminantes producidos en actividades humanas (Tiwari et al., 2016;
Toth et al., 2016; Abou y Staron, 2019; Andrews, 2019). Los contaminantes pueden adherirse al cuerpo
de la abeja durante el vuelo (Roman et al., 2011; Hladun et al., 2013; Negri et al., 2015) o pueden ser
ingeridos a través del polen y néctar de las flores (Silici et al., 2013), ya que los contaminantes pueden ser
transferidos del suelo a la planta (Davodpour et al., 2019; Desoky et al., 2019), aunque la via de
contaminacion mas importante en abejas es la exposicion del insecto y su colmena, a recursos que utiliza

en zonas contaminadas (Cozmuta et al., 2012).

En la actualidad, el uso de los insectos como bioindicadores estd ganando creciente interés debido
a su enorme diversidad (riqueza y abundancia de especies) y a su papel en el funcionamiento de los
ecosistemas (McGeoch, 2007). Apis mellifera es un buen indicador bioldgico, ya que esta ampliamente
distribuido, los individuos de una colonia se desplazan distancias relativamente grandes y visitan las flores
de muchas especies de plantas (i.e., son polilécticas), por lo que los individuos se exponen a numerosos
estresores durante sus actividades de polinizacion y son sensibles a cambios ambientales (Benéteau et al.,
2013).

Su cuerpo pubescente puede retener facilmente residuos atmosféricos y los individuos pueden
contaminarse al alimentarse de polen y néctar de flores que crecen en suelos contaminados o al ingerir
agua con contaminantes (Lambert et al., 2012; Zaric et al., 2016) es por esto que las abejas meliferas y
sus productos han sido utilizados para detectar y monitorear niveles de contaminacion ambiental por

elementos potencialmente toxicos en diferentes ecosistemas (agricola, urbano e industrial) (Bratu y
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Beorgescu, 2005; Erbilir y Erdogrul, 2005; Sadeghi et al., 2012; Formicki et al., 2013; Lichtfouse et al.,
2013; Porrini et al., 2014; Johnson, 2015; Giglio et al., 2017).

La miel es un producto elaborado por las abejas (Apis mellifera) a partir del néctar que recolectan
de las flores; la composicion de este producto dependera del tipo de flor que visite (Bibi et al., 2008;
Ozcan et al., 2012; Islam et al., 2014). La miel es una mezcla de carbohidratos, vitaminas, proteinas y
minerales. La importancia de la miel radica en su incorporacion a la dieta humana y a que recientemente
se ha estudiado la presencia de metales pesados en este producto (Bogdanov, 2006; Nowak et al., 2011;
Al Waili et al., 2012; Bilandzic et al., 2012; Panseri et al., 2014).

El propoleo es una mezcla de resinas que la abeja obtiene de los arboles y es utilizado
principalmente para proteccion de la colmena, ya que presenta propiedades antinflamatorias,
antioxidantes, analgésicas, antifingicas, antibacteriales y antivirales (Finger et al., 2014), ademas de tener
compuestos fendlicos, terpenos y aminoacidos (Matin et al., 2016). El prop6leo ha sido ampliamente
utilizado para conocer la calidad ambiental del lugar en el que se encuentra, ya que se obtiene de plantas
y arboles, los cuales se encuentran en espacios especificos que pueden ser utilizados como fuentes
estacionarias; ademas, al ser una mezcla pegajosa, los contaminantes se incorporan facilmente a él (Finger
etal., 2014).

La cera es un material utilizado por la abeja para la construccion del panal; ésta es elaborada por
las abejas de 12 a 18 dias de edad, mediante glandulas de cera localizadas en el abdomen (Black, 2006).
La cera es un producto que ha sido utilizado como un método no invasivo para conocer la calidad del

ambiente.

Janice Viridiana Montiel Pimentel



Acumulacion de elementos potencialmente toxicos (Cd, Cr y Pb) en abejas (Apis mellifera) y sus productos, en el estado de Hidalgo

JUSTIFICACION

En las Gltimas décadas se ha observado una importante disminucion en las poblaciones de abejas
Apis mellifera a escala global, uno de los factores que intervienen en éste fenomeno es el aumento en los
niveles de contaminacion en agua, aire y suelo con los que la abeja estéd en contacto. Al ser las abejas Apis
mellifera, uno de los principales grupos de polinizadores en el mundo, éste servicio resulta afectado por
la disminucion de poblaciones de dicho organismo. Se propone como sistema de estudio la abeja Apis
mellifera presente en el estado de Hidalgo, ya que ademas de ser un organismo sensible a los cambios
medioambientales, presenta un ciclo de vida conocido y relativamente corto, lo cual es fundamental para

lograr los objetivos planteados.

Se considera que Apis mellifera es uno de los grupos de polinizadores de mayor importancia en la
produccidn de cultivos comestibles y que es la especie de polinizador mas utilizada comercialmente en el
mundo; es por esto que estos organismos han sido estudiados ampliamente en diferentes paises, sin
embargo, en México existe escasa informacion acerca del estado de los polinizadores que permitan
determinar y monitorear el estado en el que se encuentra el ambiente. Las regulaciones actuales en México,
no especifican limites permisibles de metales pesados en los productos de Apis mellifera consumidos por

el humano.

Es de gran importancia entender el proceso de incorporacion y transferencia de contaminantes
presentes en el ambiente y los efectos que ocasionan para obtener informacion acerca del estado
medioambiental que ayude a monitorear el ambiente local. Con la realizacion de este proyecto se pretende
detectar la presencia y concentracion de elementos potencialmente toxicos en los productos de abeja, para
establecer medidas que disminuyan los efectos sobre la salud humana y ambiental. Este proyecto ayudara

a documentar las condiciones ambientales de los diferentes sitios contemplados en el &rea de estudio.
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CApPiTULO |
NIVELES DE CADMIO, CROMO Y PLOMO EN ABEJAS (Apis mellifera) Y Sus PRODUCTOS EN
HIDALGO, MEXICO

INTRODUCCION

Las abejas de la especie Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) son el grupo de mayor importancia en
procesos de polinizacion y se considera que es el principal proveedor de servicios de polinizacion de
cultivos a nivel mundial, se conoce que cerca del 85% de las especies de plantas que producen frutas y/o
semillas para consumo humano en México dependen en algin grado de los polinizadores para una
produccidn eficiente (Ashworth et al., 2009) y A. mellifera es la especie de polinizador mas utilizada
comercialmente en el pais (Torres et al., 2013; Frausto et al., 2017). Se ha documentado un considerable
namero de trabajos que destacan el impacto de la acumulacion de metales pesados en abejas, miel, polen,
néctar y jalea real que disminuyen su calidad (Lambert et al., 2012; Sadeghi et al, 2012; Hladun et al.,
2013; Meindl y Ashman, 2013; Garcia et al., 2016; Giglio et al., 2017).

La pérdida de poblaciones de abejas, ha sido estudiada en los Ultimos afios y puede estar relacionada
con la prevalencia de patdgenos, pérdida y fragmentacion de hébitats, disponibilidad de recurso, asi como
con la presencia de elementos potencialmente toxicos (Ashworth et al., 2009; Xie et al., 2013 y Cutler et
al., 2014); se ha observado gque la acumulacion de metales en A. mellifera tiene como resultado efectos
letales y subletales, principalmente en el desarrollo de larvas y adultos (Johnson et al., 2010; Hladun et al.,
2013; Ruschioni etal., 2013; Di et al., 2016; Van der Steen et al., 2016). Estos contaminantes se incorporan
a la abeja por adhesion a su cuerpo durante el vuelo o mediante el consumo del néctar para la elaboracion
de productos como miel, propdleo, ceray jalea real. La relevante disminucion de poblaciones de abejas que
se ha observado los ultimos afios, estd estrechamente relacionada con el aumento de elementos, muchas
veces toxicos para el insecto (Johnson et al., 2010; Hladun et al., 2013; Xie et al., 2013; y Van der Steen
etal., 2016).

El presente trabajo se llevd a cabo en diez sitios dentro de tres zonas con diferente uso de suelo, en el
estado de Hidalgo. Como primera zona de estudio, se considerd un area agricola, dentro del Valle del
Mezquital, ya que los suelos agricolas estan relacionados con el incremento de cadmio como resultado del
uso intensivo de fertilizantes fosfatados (Jacob et al., 2013; Butt et al., 2018). La siguiente zona
corresponde a un area conurbada, en Pachuca de Soto, ya que se ha observado que el plomo y el cadmio se

encuentran en mayores concentraciones en areas urbanas, debido principalmente al trafico vehicular
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(Roman, 2010; Gardiner y Harwood, 2017; Diaz et al., 2019); también se ha observado que la dinamica de
los materiales en un area urbana es importante en la presencia de metales ya que existe una mayor
concentracion de plomo en zonas urbanas con materiales con poca filtracion (Murphy et al., 2015). El
cromo es un elemento que se encuentra en sitios en donde se desarrollan actividades industriales (Butt et
al., 2018) y es uno de los principales elementos potencialmente toxicos que pueden ser bioacumulados (Pas
et al., 2004; Davodpour et al., 2019). Por ultimo, se selecciond una zona rural con vegetacion nativa como
zona control, en la Huasteca Hidalguense.

Los metales pesados como el cadmio, cromo y plomo han sido objeto de estudio en diversos trabajos
por su importancia toxicologica; la presencia de estos elementos esta relacionada con actividades
industriales, agricolas y de urbanizacion (Li et al., 2009; Kabir et al., 2012; Chabukdhara y Nema 2013;
Xiao et al., 2013; Xia et al., 2018). Es de gran importancia entender la cinética ambiental de los
contaminantes, asi como su biodisponibilidad en el proceso de incorporacién a los sistemas biolégicos y
los efectos a la salud que ocasionan, para contribuir al conocimiento del impacto ambiental y biol6gico de
estos contaminantes. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue cuantificar el contenido de cadmio,
cromo y plomo en muestras de abeja, miel, propoleo y cera, mediante técnicas espectroscopicas, en tres
zonas con diferente uso de suelo, dentro del estado de Hidalgo, para determinar si existen concentraciones

de estos elementos con potencial de riesgo en los organismos y sus productos.

MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se llevo a cabo en diez sitios pertenecientes a tres zonas de acuerdo al uso de suelo
y a la presencia de actividades apicolas, en el estado de Hidalgo (Tabla 1) (Figura 1).

ZONA AGRICOLA, El Valle del Mezquital es una macrorregion con 7,065.04 km?, compuesta por 28
municipios, con clima semiarido y en donde predomina la actividad agricola principalmente de maiz
blanco, amarillo y forrajero con sistema de riego y temporal (INEGI, 2017). Se eligieron seis sitios dentro
de esta zona (Atitalaquia, Almoloya, Mixquiahuala de Juarez, Progreso de Obregon, Tepeji del Rio y
Tezontepec de Aldama), con antecedentes de contaminacion por elementos potencialmente toxicos
asociados al cultivo de riego con aguas residuales.

ZONA URBANA, La zona metropolitana de Pachuca es un area urbana que contempla siete municipios

en 1,358.8 km? (INEGI, 2017). En ésta zona se llevan a cabo actividades humanas, como trafico vehicular,
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asi como incineracion de desechos que llegan al relleno sanitario municipal, muy cercano a los sitios

seleccionados; “El Huixmi”, en el municipio de Pachuca de Soto.

ZONA RURAL CON VEGETACION NATIVA, La huasteca hidalguense cuenta con un clima templado con

amplias &reas boscosas de cedro y pino, sin ninguna fuente de contaminacion aparente; est4 ubicada dentro

de la Sierra Madre y contempla 15 municipios, de los cuales, dos fueron seleccionados para este estudio:
Huejutla (ITHS y El Cerro) y San Felipe Orizatlan (Maduefio, 2000).

Tabla 1. Sitios de muestreo de acuerdo al uso de suelo en el estado de Hidalgo.

Uso de suelo No. Sitios Coordenadas Altitud
m.s.n.m
1 ITSH Huejutla 21°09'13" N 98°23'14" O 115
Zona rural con 2 El Cerro Huejutla 21°09' 25" N 98°22'13" O 185
vegetacion nativa
3 Ahuatitla San Felipe Orizatlan 21°09'53" N 98°40'00" O 228
Urbano 4 El Huixmi, Pachuca 20°03'45" N 98°49'12" O 2,443
5 Atitalaquia 20° 04'32" N 99°13'49" O 2,080
6 Almoloya 19°41'19" N 98°23'40" O 2,525
. 7 Mixquiahuala 20°13'44" N 99°12'54" O 2,004
Agricola -
8 Progreso de Obregon 20°15'38" N 99°11'32" O 1,944
9 Tepeji del rio 19°53'41" N 99°19'46" O 2,215
10 Tezontepec de Aldama 20° 09'59" N 99°17'26" O 2,034
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Figura 1. Mapa del estado de Hidalgo que muestra los sitios seleccionados dentro del area de estudio (1.
ITSH; 2. El Cerro; 3. San Felipe; 4. El Huixmi; 5. Atitalaquia; 6. Almoloya; 7. Mixquiahuala; 8. Progreso; 9.
Tepeji; 10. Tezontepec).

En cada uno de los diez sitios existe actividad apicola y se eligié un apario por sitio para la obtencion

de muestras.

COLECTA DE MUESTRAS

Las colectas se realizaron en campo en junio de 2015, de la siguiente manera:

Abejas. En cada apiario, se colectaron quince adultos vivos de Apis mellifera, tomados
directamente de cada colmena y transportados en frascos cerrados hasta el laboratorio (Fakhimzadeh y
Lodenius, 2000), en donde se congelaron a -18°C para su conservacion (Giglio et al., 2017).

Miel. se colectd con espatula de teflén directamente de la colmena, 10 g de miel madura por apiario
(Roman et al., 2011).
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Propoleo y cera. Se rasp6 manualmente con espatula de teflon, la superficie interna del apiario
para la obtencion de 5 g de propdleo y 5 g de cera (Formicki et al., 2013).
Todas las muestras se trasladaron al laboratorio, para realizar los anélisis posteriormente (Giglio et al.,
2017).

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Digestion de muestras. Las abejas se secaron a 60 °C en estufa Lab Oven durante 72 h hasta obtener
peso constante, se trituraron en mortero y se homogenizd la cantidad necesaria para analizar cada muestra
por triplicado. La miel se llevd a cenizas primero calentando las muestras en una flama con mechero
Bunsen y posteriormente calentando en una mufla a 800 °C (Fredes y Montenegro, 2006). Se pesaron
muestras de 0.05 g de cenizas, 0.1 g de abejas secas, 0.1 g prop6leo y 0.1 g cera, en vasos de polipropileno
para microondas, se adicionaron 5 mL de agua desionizada, 2 mL de HNO3z y 1 mL de H20- en cada una
de las muestras (Gutiérrez et al., 2015); se digirieron las muestras en horno de microondas Marca CEM
modelo MARS 5 mediante calentamiento de muestras a 190 °C y 190 psi en 25 min, manteniéndose la
temperatura y la presion por 15 min a 190 °C y 190 psi y posteriormente se enfriaron durante 10 min. Las
muestras se llevaron a un volumen final de 10 mL con agua desionizada. La determinacion de metales
totales presentes en las muestras se realizd en un espectrofotémetro de plasma por acoplamiento inductivo
de la marca Perkin Elmer modelo Optima 8000, USA. Se realiz6 la curva de calibracion para cada uno de
los elementos de interés preparada de un estandar multi elemental (Anexo 1). La concentracion de los

elementos en las muestras se determiné utilizando la ecuacion 1:

Donde: Cr: concentracion real dada en pg g Ci: concentracion leida en el espectrofotometro de plasma
(g g™b); Var: volumen de aforo expresado en L; Pm: peso de la muestra y Fd: factor de dilucion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Una vez obtenidos los resultados se realizo un analisis de varianza (ANOVA) para conocer si existen
diferencias significativas entre las concentraciones de metales encontradas en las muestras de cada zona
estudiada (p<0.05) La normalidad de los datos se verifico con la prueba de bondad de ajuste de

Kolmogorov-Smirnov. Los datos fueron analizados con el programa Sigma Stat 3.5.
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RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados de las concentraciones de cadmio (Tabla 2), cromo (Tabla
3) y plomo (Tabla 4) encontradas en las abejas y sus productos en las tres zonas estudiadas.

La mayor concentracion de cadmio fue de 8.28 pg g en abejas de la zona urbana. Al obtener el
promedio de las concentraciones, se observé que difiere significativamente de las de la zona rural con
vegetacion nativa que aparente no esta contaminada. Las concentraciones de cadmio en las muestras de
propdleo de la zona urbana muestran diferencias estadisticamente significativas con respecto a las de la
zona agricola y rural; la mayor concentracion de cadmio en propdleo fue de 4.29 pg g* en la zona urbana
y difiere significativamente con las concentraciones promedio determinadas en las zonas agricola y rural.

La concentracion de cromo mas alta que se determind en las muestras de abejas fue de 3.93 ug gt yen
propéleo de 4.52 ug g de la zona agricola, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas al
compararlas con las otras zonas estudiadas, en miel y cera no se detecta la presencia de cromo.

Para el caso del plomo, las concentraciones mas altas fueron encontradas en las muestras de abeja 3.76
ug gty propdleo 4.75 ug g de la zona agricola, sin embargo, no se presentan diferencias al compararlas
con las zonas urbana y rural; las concentraciones de plomo en miel de la zona urbana son estadisticamente
diferentes con las de la zona rural, la mayor concentracion de plomo en miel fue de 2.76 pg g* de la zona

urbana.

Tabla 2. Concentracion de cadmio en abejas y sus productos en el estado de Hidalgo.

Concentracion de Cd (ug gb)

Muestra Parametro
Agricola Urbana Rural
Media 169+0.43ab = 5.43+2.85a 0.39+0.03b
_ Minimo 0.44 258 0.33
Abeja Maximo 2.85 8.28 0.42
N 6 2 3
Media 0.006+0.005 <LD <LD
. Minimo 0.001 <LD <LD
Miel Maximo 0.02 <LD <LD
N 4 3 3
Media 0.91%0.16b 3.87+0.60a 0.6420.01b
) Minimo 0.4 3.18 0.63
Propoleo Maximo 1.67 4.29 0.65
N 7 3 3
Cera Media 0.2620.07 0.18+0.06 0.3320.15
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<LD=debajo de los limites de deteccion. Letras en cada dato representan diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 3. Concentracion de cromo en abejas y sus productos en el estado de Hidalgo.

Muestra

Abeja

Miel

Propdleo

Cera

<LD= debajo de los limites de deteccién. Letras en cada dato representan diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 4. Concentracion de plomo en abejas y productos en el estado de Hidalgo.

Muestra

Abeja

Miel

Propoleo

Janice Viridiana Montiel Pimentel

Minimo
Maximo
N

Parametro

Media
Minimo
Maximo

N

Media
Minimo
Maximo

N

Media
Minimo
Maximo

N

Media
Minimo
Maximo

N

Parametro

Media
Minimo
Maximo

N

Media
Minimo
Maximo

N

Media

Minimo

0.001
0.46
6

0.13
0.25
3

0.18
0.62
3

Concentracion de Cr (ug g)

Agricola
1.49+0.83
0.001
3.93
6
<LD
<LD
<LD
4
1.7+£0.58
0.001
4.52
7
<LD
<LD
<LD
3

Urbana
3.77£2.38
0
3.77
2
<LD
<LD
<LD
3
2.32+0.43
2.04
2.82
3
<LD
<LD
<LD
3

Rural
<LD
<LD
<LD

3
<LD
<LD
<LD

3

2.42+1.17
1.08
4.74

3

1.12+0.51

0.001
4.47

4

Concentracion de Pb (ug g?)

Agricola

1.95+0.56
0.001

3.76

6

0.86+0.32ab

0.29
1.75

4

1.50+0.61
0.001

Urbana

3.14+0.1
3.04
3.23
2
2.38+0.42
1.98
2.76
3
<LD
<LD

Rural con
vegetacion
nativa
1.24+0.22

0.9

1.66

3

0.20+0.01b

0.18
0.22

3

1.48+0.39

0.71
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Maximo 4.75 <LD 1.94
N 7 3 3
Media 0.65+0.48 0.20+0.03 1.09+0.9
Minimo 0.001 0.18 0.001
Cera o
Maximo 2.88 0.24 3.28
N 6 3 3

<LD= por debajo de los limites de deteccion. Letras en cada dato representan diferencias estadisticamente significativas.

(Ver Anexo 2)

DisCcUSION

ABEJA

Al analizar las concentraciones de los tres metales pesados (Cd, Cr y Pb) en abejas, se observé que
cumplen un patrdn, urbanas> agricolas> zona rural con vegetacion nativa, esto confirma lo publicado por
Ozcan et al., (2012) y Lambert et al., (2012), quienes reportaron mayores concentraciones de metales en
abejas de ambientes contaminados con respecto a menos contaminados. Las concentraciones de Cr
estuvieron por debajo de los limites de deteccidn del equipo en los sitios con escasa contaminacion, lo que
indica que el nicho que ocupan estos organismos no representa un riesgo de toxicidad en ellos.

Los niveles de metales en las muestras de abejas del presente estudio, se encuentran en el rango
reportado en la literatura (Ramirez, 2002; Zhou et al., 2018; Desoky et al., 2019; Goretti et al., 2019).
Roman et al., (2010), no mencionaron efectos adversos con las concentraciones obtenidas, sin embargo,
se sugiere continuar monitoreando las abejas de las areas de estudio. Se ha observado que en sitios
contaminados las abejas pueden interceptar contaminantes atmosféricos que se adhieren a su cuerpo y
obtener polen con ciertos contaminantes por la transferencia del suelo a la planta (Davodpour et al., 2019;
Desoky et al., 2019). A pesar de que el Cd y Cr se acumulan en el suelo de zonas agricolas mediante los
fertilizantes fosfatados (Ramirez, 2002), en la ciudad, algunas actividades humanas como la pirotecnia, y
procesos de combustidn pueden generar e incrementar las concentraciones de metales en el ambiente. Uno
de los sitios seleccionados en ésta zona, se encuentra muy cerca del relleno sanitario de la ciudad; se han
encontrado mayores concentraciones de cadmio y plomo en zonas cercanas a desechos (Islam et al., 2015),
esto puede deberse a la incineracion de residuos o a la presencia de desechos electronicos.

En algunos estudios se han presentado efectos de los metales como disminucién de tamafio poblacional
de organismos del suelo (Wahl et al., 2012), en la diversidad y abundancia de abejas silvestres (Moron et

al., 2012) y en la densidad de acaros y colémbolos (Santamaria et al., 2012). En el pais se tiene escasa
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informacidn acerca del estado de los polinizadores y la disminucion de sus poblaciones. En las zonas
estudiadas en el presente trabajo, no existe informacion que documente los efectos de metales en las
poblaciones de abejas.

El Cd estuvo presente en mayores concentraciones en abejas con respecto a los otros metales, esto
puede deberse a que el cadmio es considerado un metal biopersistente (Wahl et al., 2012) con gran
capacidad de mantener sus propiedades fisicoquimicas en el ambiente y por tanto con alta disponibilidad
para tomar parte en las cadenas alimenticias. Se encontraron mayores concentraciones de cadmio y cromo
en abejas que en miel en las diferentes zonas, esto puede deberse a lo propuesto por Dzugan et al., (2018),
quien menciona que la abeja puede hacer la funcién de “biofiltro” de metales toxicos que evitan la

contaminacion en miel, a pesar de la biodisponibilidad de éstos.

MIEL

La miel es un producto natural elaborado por la abeja a partir del néctar y sus caracteristicas dependen
del tipo de flor que la abeja visita, asi como factores climaticos y composicién del suelo, pero también
esto puede intervenir en las concentraciones de metales que se encuentran en la miel (Diaz et al., 2019).
Los niveles de Cd y Cr en muestras de miel se encontraron por debajo de los limites de deteccién del
equipo.

A pesar de que las muestras de miel analizada en las diferentes zonas presentan bajas concentraciones
(<LD) de cadmio y cromo, las concentraciones de plomo en muestras de miel de las tres zonas, se
encontraron excediendo los niveles permisibles para consumo humano (0.1 pg g); de acuerdo con
Kalbande et al., (2008) y Boyd et al., (2010), la miel puede acumular contaminacion si el polvo metalico
del aire se asienta por deposicion atmosférica, se diluye con agua de lluvia contaminada o el néctar tiene
metales que la planta absorbe del suelo. Ruschioni et al., (2013), mencionan que es importante el tipo de
miel que se toma para la muestra, ya que la variacion de agua entre una miel madura y una joven, puede
repercutir en la variacion de la concentracion de metales, una miel madura puede presentar hasta un 33.3
% menos de metales pesados (Roman, 2010).

Se detectd una baja concentracion de metales en miel en la mayoria de los sitios de muestreo, lo cual
concuerda con lo mencionado en el trabajo de Fakhimzadeh y Lodenius (2000), en el que se reporta poca
o nula cantidad de metales pesados en muestras de miel. Las concentraciones de Cd encontradas en miel,
estan dentro de los limites permisibles de la Norma Internacional (Brasil 0.50 pg g y Suiza 0.03 ug g*

en jarabes y zumos naturales; Polonia 0.1 pg g™ en miel). Sin embargo, la miel de las tres zonas, de
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acuerdo con las normas internacionales, se encuentra contaminada por plomo, ya que excede el limite
permisible (0.1 pg g?) establecido por el codex alimentario de Polonia (2012), esto podria deberse al
origen boténico de la miel, a la composicion del suelo o incluso a los instrumentos utilizados en la practica
apicola (Perna et al., 2012).

(Anexo 3).

PROPOLEO

El propdleo es una resina producida por las abejas tras la mezcla de sustancias recogidas de plantas en
brotes, botones florales y exudados resinosos, usados para la proteccion de la colmena y es un producto
altamente utilizado con fines terapéuticos (Lopez et al., 2016); sus caracteristicas lo hacen ser un material
pegajoso y esto puede contribuir a la incorporacion de contaminantes atmosféricos (Matin et al., 2016),
por lo que es importante su estudio.

El Cd estuvo presente en las muestras de propdleo de las tres zonas; las concentraciones variaron en
las zonas urbana>agricola>rural y se encontr6 que la zona urbana presenta diferencias significativas con
respecto a agricola y rural. La mayor concentracion de Cd en propoleo (3.87 pg g) se encontro en la zona
urbana. Las concentraciones de Cd encontradas son mayores que las reportadas por Finger et al., (2014),
quien estudio la presencia de metales en propdleo de Brasil.

Las concentraciones de Cr en propoleo de todas las zonas estudiadas, son superiores al limite
permisible en alimentos de acuerdo con las normas brasilefias (0.1 pg g1). La mayor concentracion de Cr
(4.74 ug g, se encontré en muestras de prop6leo de la zona rural con vegetacion nativa, sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas con las otras zonas estudiadas.

Las concentraciones de Pb en las muestras de propdleo de la zona urbana se encontraron por debajo
de los limites de deteccion. La mayor concentracion de Pb (4.75 pg g1), se encontrd en la zona agricola,
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las zonas estudiadas. Las concentraciones
de Pb coinciden con las reportadas por Formicki et al., (2013), quienes estudiaron la presencia de metales
en abeja y sus productos en Polonia.

El propdleo constituye una técnica importante de muestreo para contribuir con informacion en
aquellas épocas en las que no se pudiera recoger néctar ya que representa la incorporacion de metales a la

vegetacion del entorno (Gutiérrez et al., 2005).
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CERA

De acuerdo con Gutiérrez et al., (2005), la cera es probablemente mas util para detectar compuestos
lipéfilos que metales pesados, sin embargo, al formar parte de la biologia de la especie, es importante
tomar en cuenta la informacion que aporta, en el presente estudio los tres metales (Cd, Cr y Pb) estuvieron
presentes en las muestras de cera.

Las concentraciones de Cd fueron mayores en las muestras de cera de la zona rural con vegetacion
nativa, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las zonas estudiadas.

El Cr se encontrd por debajo de los limites de deteccidn en las muestras de cera de las zonas agricola
y urbana. La zona rural presenta la mayor concentracion de Cr (4.47 ug g), sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre zonas.

Se encontrd una mayor concentracion de Pb en las muestras de cera de la zona rural con vegetacion
nativa, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las zonas estudiadas. Al igual que
en propoleo, las concentraciones encontradas en muestras de cera, corresponden a lo reportado por
Formicki et al., (2013) en productos de abeja de Polonia. Los niveles de metales encontrados en las
muestras se encuentran dentro del rango reportado por Conti y Botre (2001), en el &rea metropolitana de
la ciudad de Roma; el presente estudio concuerda con el patron de concentracién de metales que ellos
reportan (Pb> Cr> Cd).

Se sugiere que la presencia de contaminantes en muestras de cera, puede estar relacionada con las
practicas apicolas, ya que Taha et al., (2010), asocia valores mayores de elementos traza en miel y cera
de panales reutilizados por mas de 4 afios. Por lo tanto, en estudios futuros seria conveniente considerar
el origen, calidad y tiempo de la cera en la colmena. A pesar de no ser un producto con riesgo toxicologico,
ya que no es consumido por el hombre, la cera puede usarse como un método no invasivo de deteccién de

metales.
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CONCLUSION

El presente estudio permitié comprobar la presencia y concentracion de Cd, Cr y Pb en abejas, miel,
propoleo y cera, en las zonas con diferentes grados de perturbacion. Hasta el momento, las publicaciones
en México sobre metales pesados en abejas y sus productos, ain son limitadas; asi mismo, la normatividad
y parametros permisibles para la miel, propdleo y cera en México, son nulos. Es necesario continuar con
el monitoreo de metales pesados en particular los de mayor importancia toxicoldgica, asi mismo, es
indispensable abarcar mayor area de estudio, con la finalidad de contemplar algunas otras problematicas
como la mineria y actividades industriales, para evitar afectaciones humanas y efectos sobre el medio
ambiente.

Apis mellifera puede servir como bioindicador para la deteccion y monitoreo de los agentes causantes
de contaminacion como los metales pesados, buscando entender los procesos para incluir medidas de
remediacion que mejoren la calidad de los factores ambientales. Es de gran importancia la informacion
aportada por el presente trabajo, para detectar con exactitud la presencia y concentracion de elementos
potencialmente toxicos en los productos de abeja, para establecer medidas que disminuyan los efectos
sobre la salud humana y ambiental.

Por ultimo, no existe informacién acerca de la situacion actual de las poblaciones de A. mellifera en el
estado de Hidalgo, por lo que los resultados aqui presentados forman parte de un aporte a la informacion
base que permita conocer el estado actual de A. mellifera, asi como para regular los limites permisibles de

los elementos estudiados en los productos de abeja consumidos por el hombre en México.
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CAPITULO I

PRESENCIA DE ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS (CADMIO, CROMO Y PLOMO) EN
ABEJAS A LO LARGO DE UN GRADIENTE DE URBANIZACION

INTRODUCCION

Las actividades humanas han tenido un aumento acelerado en las ultimas décadas. A escala
mundial, procesos industriales, agricolas y de urbanizacién, han tenido como consecuencia la presencia
de contaminantes que originan la disminucion de poblaciones y efectos fisioldgicos y conductuales en
algunos grupos de organismos (Benéteau et al., 2013; Al Naggar et al., 2013; Badawy et al., 2014;
Barganska et al., 2015; Johnson, 2015). Los sistemas bidticos tienden a reaccionar a cambios ambientales,
ya que sus funciones dependen de los recursos que les brinda el ambiente en el que se desarrollan,
respondiendo significativamente a los contaminantes presentes. La respuesta que muestran algunos grupos
de organismos es tan importante, que sirven como indicadores que ayudan a la deteccidén y monitoreo de
los agentes causantes de contaminacion en diferentes ambientes (Creamer et al., 2008; Rodriguez et al.,
2014; Van der Steen et al., 2016).

Los ambientes urbanos han sido definidos como mosaicos de superficies impermeables y
permeables que cominmente contienen héabitats perturbados (Fortel et al., 2014). En estos ambientes, las
areas verdes se ven reducidas y han sido reemplazadas por una cobertura de superficies impermeables que

incluyen construcciones, caminos y zonas industriales (Moron et al., 2012).

En las zonas urbanas los metales pesados generalmente se encuentran en elevadas concentraciones
en los sitios con mayor actividad industrial o trafico vehicular pudiendo afectar negativamente a la flora

y fauna presentes (Charlesworth et al., 2010).

En la actualidad, el uso de los insectos como bioindicadores esta ganando creciente interés debido
a su enorme diversidad (riqueza y abundancia de especies), su sensibilidad a los cambios ambientales y a
su papel en el funcionamiento de los ecosistemas (McGeoch, 2007). Apis mellifera es un buen indicador
bioldgico, ya que estd ampliamente distribuido, los individuos de una colonia se desplazan distancias
relativamente grandes y visitan flores de un gran nimero de especies de plantas, por lo que los individuos
se exponen a numerosos estresores durante sus actividades de polinizacion y son sensibles a cambios

ambientales (Benéteau et al., 2013). Su cuerpo pubescente puede retener facilmente residuos atmosféricos
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y los individuos pueden contaminarse al alimentarse de polen y néctar de flores que crecen en suelos
contaminados o al ingerir agua con contaminantes (Lambert et al., 2012). Las abejas han sido empleados
en estudios con el objetivo de determinar el nivel de contaminacion por metales en diferentes ecosistemas

(agricola, urbano e industrial) (Bratu y Beorgescu, 2005).

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

e Cuantificar el contenido de cadmio, cromo y plomo en diferentes especies de abejas, mediante
técnicas espectroscopicas, para determinar si existen concentraciones de riesgo de estos elementos
en los organismos y conocer si existen diferencias en las concentraciones en un gradiente de

urbanizacion.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer las concentraciones cadmio, cromo y plomo en abejas, para evaluar diferencias

significativas entre niveles de urbanizacion.

e Comparar las concentraciones cadmio, cromo y plomo en abejas de especies nativas y exotica,

para evaluar diferencias significativas entre especies.

METODOLOGIA
DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Se seleccionaron once sitios dentro de los municipios de Pachuca y Mineral de la Reforma, en el
estado de Hidalgo, con ayuda de una imagen satelital (Worldview-2 Standard Bundle, con 4 bandas
multiespectrales, 0.5 m de resolucion, tomada de Sanchez-Echeverria, 2017), digitalizados con el
programa ArcGis 10.1. Se determinaron tres zonas de acuerdo al grado de urbanizacion: zona con
urbanizacion alta (67-90 % de cobertura de superficie impermeable), media (33-66 % de cobertura de
superficie impermeable) y baja (0-32 % de cobertura de superficie impermeable) (Figura 2), en base al
porcentaje de cobertura impermeable (presencia de materiales que impiden la infiltracion del agua), el
cual se cuantificé en buffers de 500 m de radio alrededor de las plantas muestreadas, en las cuales se

colectaron directamente individuos de abejas que visitaban la vegetacion presente (matorral xerofilo).
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Figura 2: Mapa del estado de Hidalgo que muestra los sitios seleccionados
dentro del &rea de estudio.

TRABAJO EN CAMPO
COLECTA DE MUESTRAS.

Las colectas se realizaron en campo, capturando directamente abejas que visitaban la vegetacion
presente en un area de 100 m? dentro de cada sitio, con diferente grado de urbanizacion. En cada sitio se
realizaron tres visitas y se colectaron abejas durante 20 minutos; se colectaron adultos vivos de abejas que
visitaran la vegetacion. Posteriormente se transportaron en frascos cerrados dentro de una hielera hasta el

laboratorio.
TRABAJO EN LABORATORIO

Con ayuda de claves taxonémicas y con base en los ejemplares de la coleccién de referencia del
laboratorio de Interacciones Bioldgicas de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, se determino
la especie a la que pertenecian. Posteriormente los individuos colectados e identificados se congelaron a
-18°C para su conservacion (Giglio et al., 2017).

Janice Viridiana Montiel Pimentel

ST



Acumulacion de elementos potencialmente toxicos (Cd, Cr y Pb) en abejas (Apis mellifera) y sus productos, en el estado de Hidalgo

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

DIGESTION DE MUESTRAS.

Las abejas se secaron a 60 °C en estufa Lab Oven durante 72 h hasta obtener peso constante, se
trituraron en mortero y se homogenizé la cantidad necesaria para analizar cada muestra por triplicado. Se
pesaron muestras de 0.1 g de abejas secas y se colocaron en vasos de polipropileno para microondas, se
adicionaron 5 mL de agua desionizada, 2 mL de HNOs y 1 mL de H202 en cada una de las muestras
(Gutiérrez et al., 2015); se siguid la metodologia utilizada en el capitulo anterior (pagina 17). Se
realizo la curva de calibracion para cada uno de los elementos de interés preparada de un estandar multi
elemental (Anexo 1). La concentracion de los elementos en las muestras se determind utilizando la

ecuacion 1:

Cr :ﬂ X Va X Fq
Pm

Donde: Cr: concentracion real dada en pg g Ci: concentracion leida en el espectrofotometro de plasma
(ug g™b); Var: volumen de aforo expresado en L; Pm: peso de la muestra y Fd: factor de dilucion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Una vez obtenidos los resultados de las concentraciones encontradas en las muestras se realizd un
analisis de varianza (ANOVA) para conocer si existen diferencias significativas entre las concentraciones
de metales encontradas en cada zona estudiada (p<0.05) y entre especies de abeja. La normalidad de los
datos se verifico con la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov. Los datos fueron analizados

con el programa Sigma Stat 3.5.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las abejas capturadas en los sitios de muestreo correspondieron a tres especies (Figura 3).

/&\

Apis mellifera Diadasia sp. Lithurgus littoralis

Figura 3. Especies encontradas en el gradiente de urbanizacién en la zona metropolitana de Pachuca, Apis
mellifera (exoética), Diadasia sp. y Lithurgus littoralis (nativas). (Fotografia: Montiel-Pimentel y Snchez-
Echeverria, 2016)

Se procesaron y analizaron en total 45 muestras colectadas en julio de 2016. Se realizo el analisis
multielemental. De las muestras analizadas, se encontré mayor concentracién de cadmio y cromo en las
abejas de la especie Diadasia sp. que, en las otras dos especies de abejas, aunque la diferencia entre las
tres especies no fue significativa para ninguno de los dos metales (p>0.05) (Figura 4). Las concentraciones

de plomo en las muestras analizadas, se encontraron por debajo de los limites de deteccion (<LD).
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Figura 4. Concentraciones promedio de cadmio y cromo (+ error estandar) en tres especies de abejas, Apis

mellifera, Diadasia sp y Lithurgus littoralis.

El hecho de que no se hayan encontrado diferencias significativas entre las concentraciones
presentes en las tres especies estudiadas puede deberse a que los organismos presentan concentraciones
similares por presentar un tamafio similar, asi como por las caracteristicas del sitio y los habitos propios
de las especies, ya que pueden utilizar el mismo recurso que les brindan las plantas que visitan,

exponiéndose a los contaminantes presentes.

A pesar de no presentar diferencias significativas, Diadasia sp. presenta mayor concentracion de
cadmio y cromo, lo cual puede deberse a que es la especie que tiene mayor cantidad de pubescencia de
las tres (Tabla 5), lo cual puede explicar que la cantidad de pelos puede estar relacionada con la cantidad
de contaminantes que se adhieren al organismo durante el vuelo, como se ha sugerido en otros estudios
(Negri et al., 2015).
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Tabla 5. Tamarfio e imagen de las tres especies analizadas (Apis mellifera, Lithurgus
littoralis y Diadasia sp.) (Michener et al., 2007). (Fotografias: NaturaL.ista, 2020;
Mary Paul, 2007; BEEC, 2020)

Especie Tamaiio Pubescencia
7-19 mm
. . 11.86 £ 0.43
Apis mellifera
Social
8-19 mm
Lithurgus 14.54 £ 1.45
littoralis
Solitaria
5-20 mm
12.41+0.37
Diadasia sp.
Solitaria

La mayor concentracion de cadmio total en las tres especies de abejas, fue encontrada en los sitios
con urbanizacion media, mientras que la concentracion de cromo fue mayor en sitios con alta urbanizacion
(Figura 5) y disminuy6 en sitios con urbanizacion menor, sin embargo, las diferencias no fueron
significativas entre los sitios (P> 0.05). Se encontr6 una mayor concentracion de cadmio en las tres
especies de abejas en los sitios con urbanizacién alta (Figura 5), sin embargo, las diferencias no fueron

significativas entre los sitios estudiados (P> 0.05).
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Figura 5. Concentraciones promedio de cadmio y cromo (£ error estandar) encontradas en abejas de sitios con
diferente grado de urbanizacion.

Al comparar las concentraciones de los metales en cada especie de abeja a lo largo del
gradiente de urbanizacion no se encontrd que las concentraciones de cadmio difirieran significativamente
para ninguna de las tres especies (p>0.05). Sin embargo, si se encontré que la concentracién de cromo
difirio significativamente en el gradiente de urbanizacion para algunas de las tres especies de abejas. La
concentracion de cromo en Apis mellifera y Lithurgus littoralis difirieron significativamente entre las
zonas con diferente grado de urbanizacion (Fie2= 7.675, P= 0.006; Figura 6 y F112= 6.651, P= 0.017;
Figura 7, respectivamente). La concentracion de cromo en Diadasia sp. no difirié entre las zonas con

diferente grado de urbanizacion (P> 0.05).
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Figura 6. Concentracion promedio de cromo (+ error estandar) encontrada en Apis mellifera en sitios con
diferente grado de urbanizacion. Diferentes letras denotan diferencias significativas entre si (P< 0.05).
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015 :

0.1
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Alta Media Baja
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Figura 7. Concentracion promedio de cromo (+ error estandar) encontrada en Lithurgus littoralis en sitios
con diferente grado de urbanizacion. Diferentes letras denotan diferencias significativas entre si (P< 0.05).

La presencia de cromo esta relacionada con la generacion de desechos de productos industriales,
tales como baterias, pigmentos, aditivos, asi como industria textil, combustion de carbén, trafico vehicular

y otras actividades realizadas por el hombre (Becerra et al., 2014). Por lo tanto, es probable que los sitios
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mas urbanizados de la zona metropolitana de Pachuca presenten una mayor concentracion de cadmio en
el suelo y en los cuerpos de agua, y éste haya llegado a las abejas presentes en cada zona, particularmente

a Apis mellifera y Lithurgus littoralis.

Se han realizado trabajos en diferentes partes del mundo, que muestran una mayor concentracion
de contaminantes, especificamente metales pesados, en abejas Apis mellifera de apiarios instalados en

sitios con mayor grado de urbanizacion, comparados con sitios rurales o control.

Conti y Botre (2001), estudiaron individuos de A. mellifera y sus productos en una zona urbana, y
encontraron concentraciones de cadmio y cromo en abejas en un rango de 2.87 a4.23 'y 0.052 a 0.116 pg
g?, respectivamente. Fakhimzadeh y Lodenius (2000), estudiaron metales en abeja, miel y polen, en una
area industrial y urbana; la concentracion de cadmio estuvo presente en un promedio de 0.423 ug g*. Van
der Steen et al., (2016), estudiaron la concentracion de metales en abejas en tres zonas diferentes: rural,
urbana e industrial, encontrando concentraciones promedio de 0.16 pg g* de cadmio y 0.21 pg g de
cromo; Perugini et al., (2011), encontraron una concentracion promedio de Cd de 0.04 ug g, Cr de 0.74
ug gty 0.52 pg gt de plomo. Zaric et al., (2016), encontraron concentraciones de cadmio de 0.16 pg g2,
cromo 0.22 pug gt y 0.31 pg g* para plomo; estos resultados coinciden con los encontrados en el presente

trabajo, ya que las concentraciones de cadmio se encontraron en un promedio de 0.16 pg g

Las concentraciones de cadmio encontradas en abejas en ambientes urbanizados en estudios
previos, se encuentran reportadas en un rango de 0.04 a 0.4 ug g*. Los resultados encontrados en el
presente trabajo se encuentran dentro del rango mencionado, ya que el cadmio se encontr6 en una
concentracion media de 0.193 g g en la zona con urbanizacion media. En la zona con alta urbanizacion
se encontrd una concentracion media de cromo de 0.178 g g2, encontrandose dentro del rango de valores

encontrado en estudios previos.

Gutiérrez et al., 2015, propone un esquema de limites de referencia de acuerdo al Departamento
de Ciencias Agricolas de la Universidad de Bolofia (Italia), sobre las concentraciones de metales en abejas,
de acuerdo al nivel de contaminacion del sitio en el que se encuentran, la cual fue adaptada para

ejemplificar los limites de referencia en el presente trabajo (Tabla 6).

Tabla 6. Limites de referencia de cromo y cadmio en abejas en sitios con diferentes niveles de contaminacién
(Tomada y modificada de Gutiérrez et al., 2015).
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Aceptable Merecedor de atencion Preocupante

Metal Contaminacion baja | Contaminacién intermedia Contaminacion alta

Abejas | Cromo 0.04 ug g-* 0.05uggta0.11 ug g* 0.12pg gt

Cadmio 0.05ug gt 0.06 uggta0.09 ug g 0.1pugg?

De acuerdo a estos limites, se considera como aceptable el cadmio en una concentracion
encontrados en la abeja de 0.04 pg g y preocupante en 0.12 pg g*. Si se compara con el presente estudio,
las concentraciones de cadmio (0.171-0.193 pg g 1), estan por encima del limite de referencia preocupante.

Las concentraciones de cromo estan en un rango de 0.052 a 0.1 pg g y se encuentran por encima
del limite preocupante en los resultados obtenidos en el presente trabajo (0.122 y 0.178 pug g), en las

zonas con urbanizacion media y alta.

El cromo es un elemento producido de manera natural o por actividades antropogénicas,
ampliamente distribuido en el ambiente. EI cromo hexavalente, considerado xenobi6tico, puede llegar a
ser toxico para algunos organismos y producir efectos letales y sub letales (Mishra et al., 2010; Becerra
et al., 2014). Las concentraciones de cromo encontradas mayormente en sitios con alta urbanizacion,
pueden estar relacionadas con el tipo de actividades que se desarrollan en esa zona, tales como trafico
vehicular y generacion de desechos. Esto puede estar relacionado con las concentraciones de cromo
encontradas en zonas con alta urbanizacion, ya que los contaminantes pueden adherirse al cuerpo de la

abeja durante el vuelo o por ingestion de néctar y polen que utilizan como recurso.
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CONCLUSION

Los resultados del presente trabajo muestran que las abejas pertenecientes a las especies A.
mellifera y L. littoralis pueden ser buenos indicadores de la presencia de cromo en la ciudad, debido a que

se encontraron diferencias en los niveles de urbanizacién estudiados.

El cadmio y cromo se encontraron en mayor concentracion en la especie Diadasia sp., por lo que
las caracteristicas bioldgicas propias de cada especie, podrian estar relacionadas con la adhesién de

contaminantes a su cuerpo durante el vuelo.

En México existe poca informacion acerca de la presencia de elementos potencialmente toxicos en
polinizadores, principalmente en abejas nativas, ya que A. mellifera ha sido ampliamente utilizado como
bioindicador en diferentes partes del mundo para conocer la presencia de elementos potencialmente

téxicos.
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CAPITULO 111
DOSIS LETAL Y FACTOR DE BIOACUMULACION DE Cd, Cr Y Pb
EN ADULTOS DE ABEJAS (Apis mellifera)

INTRODUCCION

La bioacumulacion es el proceso mediante el cual una sustancia quimica es absorbida por un
organismo, aumentando su concentracion con respecto al tiempo, debido a que la constante de absorcion
(velocidad de ingreso), a través de vias como la dérmica, gastrica o respiratoria, es mayor a la constante
de eliminacion o excresion. La sustancia puede ser de importancia toxicoldgica, debido a los efectos
nocivos a la salud que se manifiestan en el organismo y estos dependen de las caracteristicas fisico
quimicas, asi como la concentracion, via de ingreso del quimico y la respuesta metabélica del organismo.
Se puede estimar la acumulacion de un quimico en el organismo, por medio del factor de bioacumulacion
(FB), el cual contempla la concentracion del quimico en el organismo con respecto a la concentracion en
el ambiente (Arnot y Gobas, 2006); cuando estos elementos se bioacumulan en un organismo pueden

ocasionar efectos letales y subletales (Di et al., 2016; Van der Steen et al., 2016).

Una manera comun de evaluar el efecto letal de un compuesto quimico sobre los organismos es a
través de la cuantificacion de la dosis letal media. La dosis letal media (LDso) se define como la cantidad
de un téxico que ingresa al organismo y provoca la muerte del 50% de la poblacién (Gamez y Ramirez,

2008); ésta se ha estudiado en diversos organismos a través del desarrollo de bioensayos.

Un bioensayo es la utilizacion de organismos vivos de manera experimental para medir el efecto de
una sustancia, factor o condicion, comparando con la situacion antes y después del experimento. Para
desarrollar un bioensayo de manera éptima, se deben estandarizar los factores que pueden influir en la
respuesta, tales como: luz, temperatura, humedad relativa, dosis a suministrar, duracién de la exposicion
y las caracteristicas bioldgicas propias del organismo a estudiar. Este tipo de metodologias permiten
conocer las caracteristicas toxicoldgicas de ciertas sustancias que intervienen en la mortalidad o efectos,
en diversos grupos de organismos, controlando variables que pueden influir en la respuesta a medir
(Rodriguez et al., 2009).
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En este trabajo se explica el desarrollo de un bioensayo para el mantenimiento de abejas adultas Apis
mellifera y las condiciones de alimento, luz, temperatura, humedad, asi como dosis y tiempo de exposicion
en un tratamiento oral agudo con cloruro de cadmio (CdCl>), cloruro de cromo (CrCl2) y cloruro de plomo
(PbCly). Se determind la dosis letal media (DLso) y las concentraciones de metales en las abejas sometidas

a los diferentes tratamientos y se calculo el factor de bioacumulacion.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la Dosis Letal 50 oral (DL50) y el Factor de Bioacumulacion (FB) de cadmio, cromo y
plomo en abejas (Apis mellifera), mediante curvas de toxicidad y pruebas de quimica analitica
respectivamente, para contribuir al conocimiento de la toxicodindmica y toxicocinética de estos

elementos en este organismo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar un bioensayo que permita determinar la Dosis Letal 50 oral (DL50) de cadmio, cromo
y plomo en abejas (Apis mellifera), mediante curvas de toxicidad y pruebas de quimica anélitica,

para contribuir al cocnocimiento de la toxicodinamica de estos elementos en este organismo.

e Desarrollar un bioensayo que permita determinar el Factor de Bioacumulacion (FB) de cadmio,
cromo y plomo en abejas (Apis mellifera), mediante preubas de espectofotometria de masas, para

contribuir al conocimiento de la toxicocinética de estos elementos en este organismo.

METODOLOGIA

COLECTA DE MUESTRAS

Las abejas fueron colectadas directamente de la colmena del apiario perteneciente al laboratorio de

interacciones bioldgicas del centro de investigaciones bioldgicas de la Universidad Autdnoma del Estado
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de Hidalgo; el apiario esta ubicado en Tizayuca, Hidalgo, México y se encuentra libre de patogenos y

alejado de cualquier fuente de contaminacién que afecte la salud de la colonia.

OPTIMIZACION DE CONDICIONES EN LABORATORIO PARA MANTENIMIENTO DE ABEJAS ADULTAS (ApiS

mellifera)

LUz, TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA

Se introdujo un fragmento de panal operculado con cria proxima a emerger, dentro de una camara de
crecimiento marca Percival intellus environmental a 34°C y 70% de humedad relativa y en condiciones
de oscuridad, con la finalidad de que emergieran adultos de A. mellifera. El fragmento de panal operculado
fue introducido en la camara de crecimiento a 34 °C, ya que ésta es la temperatura 6ptima para el desarrollo
de las crias de A. mellifera (Di et al., 2016). Los adultos de A. mellifera fueron aislados individualmente
y se mantuvieron bajo las siguientes condiciones (Tabla 7) (OECD, 2017):

Tabla 7: Condiciones de prueba para el desarrollo de bioensayo de toxicidad aguda
en abejas (Apis mellifera).

Factor Condicion
Temperatura 27x2°C
Fotoperiodo 12:12 h luz/oscuridad
Humedad relativa 55+3%
Edad de abejas de prueba 48 a 72 horas
NUmero de individuos por tratamiento 72
NUmero de concentraciones mas control 4
NUmero de individuos por envase 1
Alimentacion Ad libitum
Agua de dilucion Agua bidestilada
Tiempo de exposicion 48 horas
Respuesta letal Mortalidad
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Las abejas se colocaron en envases plasticos de 100 mL cubiertos con tela con estructura abierta
en forma de red para su ventilacion; dentro del envase se depositdé un recipiente de 3 mL con agua

bidestilada para consumo de la abeja para evitar su deshidratacion (Figura 8).

Figura 8. Recipientes para el mantenimiento de abejas separadas individualmente.

DISENO EXPERIMENTAL

Se eligieron tres metales por su importancia toxicoldgica (Cd, Cr y Pb). El disefio del bioensayo
consistié en 4 tratamientos para cada metal, en diferentes concentraciones, con 72 individuos cada uno
(N=864).

TRATAMIENTO ORAL AGUDO

Una vez separadas, las abejas se sometieron a una dieta artificial con las siguientes proporciones:
48% sacarosa (Sigma sacarosa para biologia molecular >99.5% pureza), 32% alimento (sustituto de polen
alto en proteina Ultra Bee®), 20% solucion de CdClz, (Merck; Cloruro de cadmio anhidro pureza 98%;
Masa molar: 183,31 g/mol), CrCl> (Aldrich Chemistry; cloruro de cromo pureza 99.99%; masa molar
122.90 g/mol) y PbCl, (Aldrich Chemistry; cloruro de plomo pureza 99.99%; 278,1 g/mol), en tres
concentraciones (Di, et al., 2016). El agua y alimento fueron suministrados ad libitum, cambiando el

alimento cada 12 horas durante 48 horas, en base a lo sugerido por lannacone (2016).

Para la aplicacion de concentraciones de los metales a evaluar, se asignaron cuatro grupos. El
primer grupo fue el control, al cual se le suministr6 alimento diluido en agua bidestilada, libre de
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contaminantes quimicos y el segundo grupo incluyé la disolucién de alimento en diferentes

concentraciones de metales, de acuerdo a la metodologia propuesta por Di et al. (2016) (Tabla 8).

Tabla 8. Tratamientos para determinar dosis letal y factor de bioacumulacion en Apis mellifera

Control 5uggicach N tad ) iy ) kg
72 72 72 72 288
Control 2 ugglCrClz | 4 pgg'CrCl, | 6 uggtCrCl:
72 72 72 72 288
Control 2 ug g1 PbCl2 3 ug g1 PbCl2 5 ug g1PbCl:
72 72 72 72 288
Total de individuos 864

Se utilizd un tratamiento directo con dosis oral aguda para exponer a las abejas a los diferentes
tratamientos y éstas se monitorearon cada 12 horas, reportando y separando a los individuos muertos
durante cada observacion. Después de 48 horas se registrd el nUmero de abejas vivas y muertas para
conocer el porcentaje de mortalidad y se concluyo el experimento. Las abejas muertas se congelaron a -
20°C para su preservacion para posteriores analisis.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
Dosis LETAL (DL50)

Una vez que se aplicaron los tratamientos con diferentes concentraciones de metales, se obtuvieron
las abejas muertas de cada grupo, monitoreadas cada 12 horas, hasta las 48 horas; se secaron a 60° C en
estufa Lab Oven durante 72 horas hasta obtener peso constante y se trituraron en mortero. Para cada uno

de los anélisis se homogeneizo6 y se peso 0.1 g. de abejas, lo cual equivale a aproximadamente tres abejas.
FACTOR DE BIOACUMULACION (FB)

Después de aplicar a las abejas los diferentes tratamientos (Tabla 8), se obtuvieron seis réplicas de
abejas vivas de cada tratamiento para cada periodo de 12 horas hasta las 48 horas; se congelaron a -20 C°
durante 10 minutos. Una vez muertas, las abejas se se secaron a 60° C en estufa Lab Oven durante 72
horas hasta obtener peso constante y se trituraron en mortero. Para cada uno de los analisis se homogeneizé

y se pesd 0.1 g. de abejas, lo cual equivale a aproximadamente tres abejas.
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DIGESTION DE MUESTRAS. Se pesaron muestras de 0.1 g de abejas secas y se colocaron en vasos de
polipropileno para microondas, se adicionaron 5 mL de agua desionizada, 2 mL de HNOz y 1 mL de H.O>
en cada una de las muestras (Gutiérrez et al., 2015); se siguio la metodologia utilizada en el capitulo |
(pagina 17).  Se realizo la curva de calibracion para cada uno de los elementos de interés preparada de
un estdndar multi elemental (Anexo 1). La concentracion de los elementos en las muestras se determino
utilizando la ecuacion 1:

Crzﬂ X Vax Fq

Pm

Donde: Cr: concentracion real dada en pg g Ci: concentracion leida en el espectrofotometro de plasma
(g gb); Var: volumen de aforo expresado en L; Pm: peso de la muestra y Fd: factor de dilucion.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para conocer la dosis letal, se realizd una curva dosis respuesta mediante una regresion lineal, con
base en el porcentaje de mortalidad de cada una de las concentraciones de los tratamientos suministrados
en abejas. Posteriormente se utiliz6 una prueba de ajuste de las dosis de metales (F1: concentracién; F2:
tiempo). De acuerdo al ajuste, se compararon los datos con un modelo ANOVA factorial bajo un modelo
lineal generalizado (MLG). Por ultimo, se obtuvo el factor de bioacumulacion de los metales (FB), de

acuerdo con Diener (2015), con la siguiente férmula:

Concentracién del metal en el organismo

FBy = : .
etal Concentracion del metal suministrada
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se suministro tratamiento oral agudo de tres metales en tres concentraciones a un total de 648
abejas (concentraciones de 5, 10 y 15 ug g para CdCly, 2,4y 6 pg gt para CrCl. y 2, 3y 5 ug g™ para
PbCl>) y se utilizaron 216 abejas para el grupo control, el cual consistié de proporcionarle a las abejas la
dieta sin ningun metal. El porcentaje de abejas muertas en el desarrollo del bioensayo para el grupo control
fue de 13% durante las 48 horas, lo cual sigue la recomendacion propuesta por Rodriguez (2009), quienes

recomiendan un porcentaje de mortalidad menor al 20% para el adecuado desarrollo de bioensayos.

Adicionalmente se realiz6 una prueba con un segundo grupo control al cual no se le suministro
alimento (N= 72 abejas). Este segundo grupo control alcanzd un porcentaje de mortalidad de 84% durante
las primeras 12 horas. Este porcentaje de mortalidad (84% en 12 horas) es mayor que el porcantaje de
mortalidad a las 12 horas de cualquiera de los otros tratamientos (metales en las tres concentraciones y
dieta sin metales), en los cuales se encontr6é un porcentaje maximo de 25% de mortalidad, lo cual indica
que las abejas de los otros grupos estan consumiendo el alimento. La técnica desarrollada permitié obtener

un porcentaje de supervivencia de abejas del 87% en el grupo control.
CADMIO

Para el tratamiento de 5 pg g™ CdCly, se obtuvo la dosis letal media (DLso) a las 48 horas de
exposicion al metal, para el de 10 pg g CdCly, a las 24 horas y para el 15 pg g* CdCl, a las 24 horas.
Después de 48 horas de exposicidn, el porcentaje de supervivencia de las abejas fue de 10, 5 y 5% para
el tratamiento de 15, 10 y 5 pug g%, respectivamente. Estos resultados coinciden con lo reportado por Di
y colaboradores (2016), quienes también encontraron una disminucion en el porcentaje de supervivencia

conforme aumentan las concentraciones de CdCl, suministradas a A. mellifera.

La curva dosis respuesta obtenida mediante una regresion lineal, a partir de las concentraciones de
CdCl> con respecto al porcentaje de mortalidad despues de las 48 horas de tratamiento, demuestra que
conforme aumentd la concentracion de CdCly, el porcentaje de mortalidad fue mayor. Se encontrd una

dosis letal media (DLso) a una concentracion de 5.4 pg g™ CdCl; (Figura 9).
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Figura 9. Regresion lineal dosis respuesta de cadmio (CdCly)
en abejas Apis mellifera. DL50: dosis letal 50.

Los analisis de la concentracion de cadmio en abejas sometidas al bioensayo mostraron una mayor
cantidad de cadmio en las abejas sometidas al tratamiento con mayor concentracion de CdClz (15 ug g*
CdCly) en los analisis espectroscopicos, lo cual sugiere que las abejas se alimentaron durante el tratamiento

y que estan acumulando el metal.

Al realizar el andlsis del modelo lineal generalizado (MLG) se encontré un efecto significativo de
la concentracion de cadmio (F 2,60)=13.83; p<0.0001) y el tiempo de exposicion de la abeja (F (3,60)=3.01;
p=0.037), pero no de la interaccion entre concentracién y tiempo (F ¢, 60) = 0.57, p = 0.75), lo cual sugiere
independencia entre variables. La comparacion a posteriori con la prueba de Tukey, mostrdé que la
concentracion mas elevada de cadmio (15 pg g ) tiene un efecto significativamente mayor (p< 0.05) sobre
la acumulacion de cadmio que la menor concentracion (5 ug gt), pero no existen diferencias significativas
entre la acumulacion de cromo en las concentraciones media (10 pg g?) y alta y entre la concentracion
baja y media (p> 0.05) (Figura 10). La respuesta de tiempo, mostré un aumento significativo al comparar
la exposicion de las abejas a 48 horas con respecto a la exposicion durante 12 horas (p< 0.05), pero no

hubo diferencias significativas entre los demas tiempos de exposicion (p> 0.05) (Figura 10).
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Por altimo, se encontré que el factor de bioacumulacién en las abejas aumentd con el tiempo en

las tres concentraciones suministradas (Tabla 9).

Tabla 9. Factor de bioacumulacion de cadmio en abejas (Apis mellifera).

Hora | 5pgg* 10ugg*  15ugg*
12 3.30 2.98 1.61
24 3.56 3.48 2.84
36 3.59 3.96 2.98
48 4.72 4.33 3.04

Se define como factor de bioacumulacion, a la relacion de la concentracion encontrada en el
organismo con respecto a la encontrada en el medio en el que se desarrolla, considerando la

biodisponibilidad del quimico, asi como las caracteristicas fisicoquimicas del entorno y las biol6gicas del
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organismo (Diener et al., 2015). Cuando el factor de bioacumulacién es igual o mayor a 1, se considera

que el organismo esta acumulando cierta sustancia (Covarrubias et al., 2017).

Se encontré un mayor factor de bioacumulacion en el grupo sometido a la menor concentracion
suministrada (Tabla 9). Este resultado puede deberse a que, después de un tiempo, la abeja disminuyo el
consumo de alimento con los tratamientos con mayor concentracion de cadmio y, por lo tanto, acumuld
menor cantidad del elemento. Ayestaran et al., (2010), sugieren que Apis mellifera presenta aversion y un

malestar post consumo, al detectar ciertos componentes toxicos en el alimento.

Van der Fels et al., (2016), calcularon el factor de bioacumulacion en dos especies de insectos que
alimentaron con cadmio en concentraciones menores a las utilizadas en este trabajo y encontraron que éste
erade 6.1 a 9.5 para adultos de la mosca Hermetia illucens, lo cual es mayor que los resultados encontrados
en el presente trabajo y entre 0.43 y 0.71 en larvas del escarabajo Tenebrio molitor, lo cual es menor a lo
encontrado en este trabajo, para abejas. Diener et al., (2015) calcularon el factor de bioacumulacién de
cadmio utilizando dietas con cadmio en concentraciones similares a las utilizadas en este trabajo y
encontraron un rango de factor de bioacumulacién entre 2.32 y 2.94 en adultos de la mosca Hermetia

illucens, el cual es similar al aqui reportado.
CrROMO

Para el tratamiento de 2 pg g* CrCly, se obtuvo la dosis letal media (DLso) a las 48 horas de
exposicion al metal y para las de 4 y 6 pug g™ CrCl, a las 36 horas. Después de 48 horas de exposicion, el
porcentaje de supervivencia de las abejas fue de 38, 28 y 25% para el tratamiento de 2, 4 y 6 pug g CrCloug
g1, respectivamente. La curva dosis respuesta obtenida mediante una regresion lineal, a partir de las
concentraciones de CrCl, con respecto al porcentaje de mortalidad después de las 48 de tratamiento,
demuestra que conforme aumentd la concentracion de CdCl,, el porcentaje de mortalidad fue mayor. Se
encontrd una dosis letal media (DLso) a una concentracion de 2.4 ug g™ CrCl, (Figura 11).
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Los analisis de la concentracion de cromo en las abejas sometidas al tratamiento con mayor
concentracion de CrCl, (6 ug g CrCl,) fueron las que mostraron mayor cantidad de cromo en los analisis
espectroscopicos, lo cual sugiere que las abejas se alimentaron durante el tratamiento y que estan

acumulando el metal.

Al realizar el analsis del modelo lineal generalizado (MLG) se encontr6 un efecto significativo del
tiempo de exposicion (F (3,60) =37.85; p<0.0001), de la concentracion de cromo (F (2,60) =12.10; p<0.0001)
y de la interaccion entre los dos factores (F (,60)=5.48; p=0.0001), por lo que se distingue un efecto dosis
respuesta (Figura 12). La respuesta de tiempo, mostré un aumento significativo al comparar la exposicion
de las abejas a las 48 horas con respecto a los demas tiempos de exposiciéon (p< 0.05), pero no hubo

diferencias significativas entre los otros tiempos de exposicién (p> 0.05) (Figura 12).
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C3=6 g g* CrCl,. Concentraciones promedio + error estandar.

Por ultimo, se encontré que el factor de bioacumulacion en las abejas aumentd con el tiempo de

exposicion en las tres concentraciones suministradas (Tabla 10).

Tabla 10. Factor de bioacumulacién de cromo en abejas (Apis mellifera).

Hora | 2ugg®  4ugg’  6ugg”
12 0.001 0.008 0.006
24 0.015 0.012 0.005
36 0.024 0.010 0.009
48 0.024 0.027 0.022
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PLomMO

Para el tratamiento de 2 y 3 pg g PbCly, se obtuvo la dosis letal media (DLso) a las 36 horas de
exposicion al metal. Para el tratamiento de 5 pug g™ PbCly, se obtuvo la DLso a las 48 horas de exposicion
al metal. Después de 48 horas de exposicion, el porcentaje de supervivencia de las abejas fue de 61, 56 y

46% para el tratamiento de 2, 3y 5 pug g™ PbClzug g1, respectivamente.

Las concentraciones de plomo en abejas de todos los tratamientos, se encontraron por debajo de
los limites de deteccidn del equipo, esto puede deberse a que, a diferencia de los otros metales estudiados,

el plomo podria ser eliminado por las abejas.
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CONCLUSION

El presente estudio aporta informacién acerca de la dosis letal de cadmio, cromo y plomo en adultos
de Apis mellifera. Las diferencias en las dosis suministradas son mas importantes que el tiempo para
explicar la acumulacion del cadmio y afecta de manera independiente la acumulacion en las abejas. Las
diferencias en el tiempo de exposicion al cromo, son mas importantes en la acumulacion y muestran un

efecto dosis respuesta.

Es necesario seguir realizando estudios acerca de la respuesta de las abejas a la presencia de elementos
potencialmente toxicos en el ambiente, asi como el desarrollo de bioensayos para conocer los efectos de

la interaccidn (sinergismo, antagonismo), de diferentes metales.

La metodologia utilizada con las variables controladas permitié tener éxito en el porcentaje de
supervivencia de las abejas del grupo control con alimento, ya que el porcentaje de mortalidad en los tres

tratamientos (CdClz, CrCl. y PbCly) fue menor al 20%, limite sugerido para el desarrollo de bioensayos.

En el desarrollo del bioensayo, el grupo control sin alimento demuestra que las abejas sometidas al
tratamiento de CdClz, CrCl2 y PbCly, estan alimentandose, ya que se observa un mayor porcentaje de

mortalidad con respecto a los grupos sometidos al tratamiento.

Los resultados presentados forman parte de un aporte a la documentacion base para regular los limites
permisibles de los elementos estudiados en los productos de abeja consumidos por el hombre en México.
Los resultados de este trabajo podrian contribuir al establecimiento de los limites permisibles de cadmio
y cromo en abejas y sus productos, ya que actualmente, en el pais no existen regulaciones al respecto.
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ANEXO 1
CURVAS DE CALIBRACION
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ANEXO 2

CONCENTRACIONES DE METALES EN LOS SITIOS CON DIFERENTE USO DE SUELO
(CapPiTULO 1)
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Concentracion de plomo
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ANEXO 3

REGULACION

Actualmente la Legislacion para la presencia de contaminantes en miel en México no contempla
la regulacion de metales pesados, ya que, a pesar de existir una Norma Federal Mexicana (NMX-F-036-
1997, ALIMENTOS-MIEL- ESPECIFICACIONES Y METODOS DE PRUEBA), asi como un proyecto
de NOM (PROYECTO de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-004-SAG/GAN-2017, Produccién de
miel y especificaciones que expone las caracteristicas que debe presentar la miel), no se considera la
presencia de dichos contaminantes.Es importante contar con un indicador que permita conocer los limites
permisibles de metales pesados en productos de abeja, es por esto que los resultados obtenidos en el
presente trabajo se comparan con los limites establecidos en las siguientes Normas Internacionales. La
Norma Internacional contempla miel, sin embargo, para el caso de Normas que no especifican éste
producto, se consideran limites permisibles en productos similares como zumo, néctar y jarabe natural de

fruta, fructosa o en algunos paises, limites en cualquier alimento.

Pais Producto Cd
Brasil Zumos y jarabes naturales 0.5
Polonia Miel 0.1
Suiza Zumo, néctar y jarabe de fruta 0.03

Pais Producto Cr
Brasil Cualquier alimento 0.1

Pais Producto Pb
Uni6n Europea Zumo, néctar y jarabe de fruta 0.05
Brasil Fructosa 0.5
Codex Alimentarius Zumo, néctar y jarabe de fruta 0.05
Sudafrica Zumo, néctar y jarabe de fruta 0.3
Suiza Zumo, néctar y jarabe de fruta 0.2
Polonia Miel 0.4
Estados Unidos Miel 0.3
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ANEXO 4
PARTICIPACION EN CONGRESOS

Avances del presente trabajo fue presentado en los siguientes congresos:

XXI Congreso Nacional de Ciencias Ambientales, Oaxaca, Oax. México, 15 al 17 de junio de
2016

LI Congreso Nacional de Entomologia, Santiago de Querétaro, México, 19 al 22 de junio de 2016
Primer lugar en presentacion de cartel, LI Congreso Nacional de Entomologia, Santiago de
Querétaro, México, 19 al 22 de junio de 2016

Il Congreso Nacional de Fauna Nativa en Ambientes Antropizados, Santiago de Querétaro,
México, 12 al 14 de octubre de 2016

XXI1 Congreso Nacional de Ciencias Ambientales, Chetumal, Q. Roo., México, 7 al 9 de junio de
2017

Simposio: Ecologia Urbana, VI Congreso Mexicano de Ecologia, agosto de 2017
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